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論文内容の要 t::. Eヨ
Dーアミノ酸々化酵素の酵素反応においてはセミキノンの存在は証明されていない。 ところが， 本
酵素のジチオナイト還元や光還元によると，その経過中ではセミキノンが証明されている。酵素反応
時の生成物であるピノレピン酸などの存在のもとで，山野は本酵素をジチオナイト滴定してセミキノン
を得ている。著者は，本酵素の代表的な酵素反応時の生成物であるピノレビン酸とフェニーノレピノレピン
酸とについて，これが本酵素の光還元によるセミキノン形成に対し，どのような影響を与えるかを検
索した。又このために，セミキノンの分子吸光係数を求め， ピノレピン酸及びフェニーノレピノレビン酸と
酵素との複合体の解離定数を求めた。
〔方法〕
D-アミノ酸々化酵素は久保らの方法で調製し， 酵素活性は酸素電極法により測定した。分光々度
計は Beckman DK-2 及び目立 EPS-2 を使用した。嫌気実験のためにツンベソレ型キュベットを用
い， 酸素は真空ポンプによる排気と窒素ガス置換とを繰り返すことによって取り除いた。光照射は
750W のタングステンランプを使用し 5cm 巾の10%硫酸銅溶液を硝子容器に入れたものをフィノレタ
ーに用い，これによって紫外線及び赤外線を除去した。
〔成績〕
1. セミキノンの分子吸光係数一一嫌気で Dーアミノ酸々化酵素に光に照射して作ったセミキノンを
メチレンフツレーで滴定し，吸収スペクトノレの変化から還元型のないことを確認して，セミキノンの
分子吸光係数を算出した。このようにして得たセミキノンの吸収スペクトノレはジチオナイト滴定よ
り得られたものと一致した。ここで得た分子吸光係数を以下の計算に用いた。
2. ピルビン酸及びフェニーノレピノレピン酸のセミキノン形成に対する影響一一一過剰のピルビン酸又は
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フェニーノレピJレピン酸の存在のもとで， 嫌気的に Dーアミノ酸々化酵素に光を照射するとセミキノ
ンは得られなかった。添加するピノレピン酸又はフェニーJレピノレビン酸の濃度を変えたいくつかのサ
ンフ。ノレで，光照射中の各時聞における吸収スペクトノレを求め，酸化型， Leuco 型，セミキノン型の
濃度の時間変化を計算した。 ピノレピン酸又はフェニーノレピノレビン酸の濃度の高いサンプノレほど，
Leuco 型の形成量が増し，セミキノン形成量が減少していった。各サンプノレでの Leuco 型及びセ
ミキノン型の濃度の時間変化から，これらの形成の初速度を求めた。
3. ピノレピン酸又はフェニーノレピノレピン酸と酵素との複合体の解離定数一一ピノレピン酸やフェニーノレ
ピノレピン酸は本酵素と酵素生成物複合体を作り，酵素の吸収スペクトノレで，各々， 490mμ 及び 500
mμ に肩を作る。酵素をピノレピン酸及びフェニーノレピJレピン酸で滴定し， これらの波長における吸
光度の変化から，複合体の解離定数を求めた。解離定数は pH 7.0, 20 0C で，各々1.7x 10-2M 及
び 5.2x 10-5M であった。
4. ピjルレピン酸又はフエニ一 jルレピjルレピン酸の存在下でのセミキノン形成のメカニズム一一
Jルレビン酸及びフエニ一jルレピjルレピン酸の濃度を変えて光照射した時の各サンフ。ノルレ中の遊離の酵素及び、
酵素生成物複合体の濃度を解離定数から計算した。遊離の酵素の初濃度とセミキノン形成の初速度
との関係， 及び複合体を形成している酵素の初濃度と Leuco 型形成の初速度との関係を各々プロ
ットすると直線となった。したがって，光照射によって，遊離の酵素はセミキノンとなり，複合体
を形成している酵素は Leuco 型になる乙とが解明された。
5. Leuco 型の性質一一Leuco 型はセミキノンにピノレピン酸やフェニ-)レピノレピン酸を添加しでも得
られなかった。この Leuco 型は空気中に24時間放置しても酸化型には移行しなかっが， 酢酸々性で
熱処理を行うとフラビンの吸収が再現されたD 複合体から Leuco 型への反応の活性化エネノレギーは，
温度変化の実験から 17Kcal と算出され，セミキノンの活性化エネノレギーの 5Kcol とは異った。 し
たがって， Leuco 型は本酵素の単なる還元型ではなく，セミキノン形成とは異った系での光化学反応
によって生じたと云える。
〔総括〕
1. 光還元によるセミキノンはジチオナイト滴定によるセミキノンと同ーの吸収スペクトノレを示し
Tこ。
2. 本酵素は生成物と複合体を作っている時は，光照射を行っても安定なセミキノンを形成しない。
論文の審査結果の要旨
本論文は D-アミノ酸々化酵素のセミキノンについて次の結果を得ている。酵素反応生成物が本酵
素のフラピン近傍に結合している場合は，光還元を行っても安定したセミキノンを形成しない。以上
の成績は酵素反応経過中のセミキノン存在及び関与様式の解明に寄与するところ少くないものと認め
る。
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